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CUNNINGHAMELLA ELEGANS JAKO GRZYB
PRZEKSZTALCAJACY STEROIDY | ROZKLADAIJACY
UCIAZLIWE KSENOBIOTYKI

Streszczenie. W pracy badano mozliwo$é wykorzystania drobnoustrojow stosowanych
do produkcji lekéw steroidowych w ochronie Srodowiska. Stwierdzono, ze szczep
Cunninghamella elegans IM 1785/21Gp aktywny w procesie biotransformacji steroidéw, jest
zdolny do degradacji wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych. Wykazano, ze
badany szczep grzybow eliminuje w 96-98% fenantren, w stezeniu 250 mg/l, na podiozu
Sabouraud, po 7 dniach inkubacji (hodowla w kolbach) i po 3 dniach inkubacji (hodowla w
bioreaktorze o pojemnosci catkowitej 42 1).

CUNNINGHAMELLA ELEGANS AS A FUNGUS CAPABLE OF
TRANSFORMING STEROIDS AND DEGRADING HARMFUL
XENOBIOTICS

Summary. The application of microorganisms, used to steroid drug production, in the
environmental protection was studied in this work. It was shown, that Cunninghamella
elegans IM 1785/21Gp used to steroid transformation, was able to degrade'/polycyclic
aromatic hydrocarbons. It has been found that this strain eliminated phenanthrene in 96-98%
in the concentrations 250 mg/1l, on Sabouraud medium, after 7 days of incubations (flask
cultivation) and after 3 days of incubations (bioreactor cultivation).

WPROWADZENIE

Rozwdj przemystu, szczeg6lnie petrochemicznego i chemicznego, spowodowat
zanieczyszczenie srodowiska produktami powstajgcymi w wyniku przerébki ropy naftowej, w
sktad ktérych wchodza miedzy innymi wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne
(WWA). WWA sa zwigzkami hydrofobowymi, a ich trwalo$¢ w ekosystemach jest zalezna
gtéwnie od ich niskiej rozpuszczalnosci [1], Degradacja mikrobiologiczna jest jednym z
gtbwnych sposobdéw usuwania WWA ze $rodowiska (oczyszczanie osadoéw i powierzchni



204 K. Lisowska, J. Dlugonski

gleby). W wielu pracach dotyczacych degradacji WW A akcentuje sie szczegdlne uzdolnienia
grzybéw w tym zakresie. Przyczyng tego zainteresowania sg m.in. pozakomérkowe
wydzielanie wielu enzymoéw uczestniczacych w degradacji, duza tolerancja na wysokie
stezenia substancji toksycznych, réznorodno$¢ drég metabolicznych, niska specyficznosé
enzyméw. W literaturze podkresla sie znaczenie grzybow strzepkowych, w tym
Cunninghamela elegans w procesach degradacji WWA. Szczepy C. elegans opisywane w
literaturze zdolne sa do utleniania potencjalnie rakotwérczych WWA do metabolitow
bedacych produktami detoksykacji np. nitrofluorantenu [6], 6-nitrochrysenu [7], naftalenu,
antracenu, fenantrenu, acenaftenu, fluorantenu, pirenu, benz(a)antracenu, benzo(a)pirenu [2],

W procesach rozkltadu weglowodoréw aromatycznych bierze udziat cytochrom P-450,
bedacy sktadnikiem monooksygenaz, ktore odpowiadajg za wprowadzenie jednego atomu
tlenu czasteczkowego do pierscienia aromatycznego [3], Cytochrom P-450 jest takze
zwigzany z biotransformacja zwigzkéw steroidowych, m.in. jest zaangazowany w 11-
hydroksylacje korteksolonu u Cunninghamella elegans [5, 3], W procesie hydroksylacji
korteksolonu otrzymuje sie hydrokortyzon i jego pochodne stosowane jako leki
przeciwalergiczne, przeciwreumatoidalne i przede wszystkim przeciwzapalne. W Zaktadzie
Mikrobiologii Przemystowej UL wyizolowano 2z gleby szereg szczepdw grzybow
strzgpkowych, w tym réwniez C. elegans IM 1785/21Gp, zdolnych do transformaciji
steroidéw oraz degradacji WW A [5, 4], Stwarza to mozliwo$¢ zaréwno pozyskania szczepow,
ktéore mogtyby by¢ wykorzystane w bioremediacji, jak i moze stanowi¢ dogodny model
badawczy do wyjasnienia zaleznosci pomiedzy hydroksylazami steroidowymi a ukladami
enzymatycznymi odpowiedzialnymi za rozktad WWA.

MATERIALY | METODY

Odczynniki

Fenantren i steroidy: korteksolon, epihydrokortyzon, hydrokortyzon otrzymano z firm
Sigma i Aldrich. Rozpuszczalniki organiczne pochodzity z J.T. Baker, Serva i POCh.
Wszystkie odczynniki posiadaly najwyzszy stopien czystosci. Roztwor wyjsciowy fenantrenu
wykonano w DMF w stezeniu 12,5 mg/ml, steroidy rozpuszczano na goragco w etanolu, aby
uzyskac¢ koricowe stezenie w hodowli 1-2%.

Biotransformacja steroidow

Namnozonej na skosach Sabouraud grzybni C. elegans IM 1785/21Gp uzywano do
zaszczepienia 20 ml plynnego podioza Sabouraud z dodatkiem korteksolonu (500 mg/l)
Hodowle inkubowano 7 dni w temp. 28°C. Cato$¢ hodowli ekstrahowano octanem etylu.
Ekstrakty odwadniano bezwodnym siarczanem sodu, saczono i odparowywano na wyparce
prozniowej. Analize stopnia ubytku korteksolonu i powstatych produktéw transformaciji:
hydrokortyzonu i epihydrokortyzonu przeprowadzono przy uzyciu chromatografu cieczowego
Hewlett Packard HP 1100 sprzezonego z detektorem UV-VIS na kolumnie kapilarnej ODS
Hypersil (5pm x 125 x 4 mm). Warunki analizy: temp. 40°C, przeptyw 1 ml/min, dlugos¢ fali
242 nm, faza mobilna metanol/woda 50:50.



Cwminghamella elegam jako grzyb przeksztatcajacy steroidy. 205

Biodegradacja fenantrenu

C. elegans IM 1785/2IGp namnazano na skosach Sabouraud (7-10 dni w temp. 28°C).
Namnozonej grzybni uzywano jako inokulum do zaszczepienia 20 ml ptynnego podioza
Sabouraud z dodatkiem fenantrenu w stezeniu 250 mg/l. Po 7 dniach inkubacji w temp. 28°C,
hodowle sgczono i przemywano w celu oddzielenia podtoza od grzybni. Grzybnie rozbijano
w dezintegratorze ultradzwiekowym firmy Misonix (Anglia). Zaréwno grzybnie, jak i
podioze ekstrahowano trzykrotnie octanem etylu, odwadniano bezwodnym siarczanem sodu,
sgczono i odparowywano na wyparce prozniowej w temp. 40°C. Analize stopnia ubytku
substratu przeprowadzono przy uzyciu chromatografii gazowego firmy Hewlett-Packard typ
HP 6890 sprzezonego z detektorem masowym HP 5973, na kolumnie kapilarnej HP-5MS
(30 mx 0,25 mm x 0,25p.m). Analiza byla prowadzona w programowanym przyroscie
temperatury 110-250°C, przy wzroscie temperatury 20°C/min.

Biodegradacje prowadzono takze w fermentorze o objetosci catkowitej 42 1 Inokulum
(20%) stanowita namnozona 24 h grzybnia C. elegans.

WYNIKI | DYSKUSJA

Badanie biotransformacji korteksolonu przez szczep C. elegans IM 1785/21Gp

Zdolno$¢ biotransformaciji korteksolonu (500 mg/l) przez badany szczep przedstawiono
na rysunku 1

24 48 72 9% 120 144 168
czas [h]

ubytek korteksolonu produkcja epihydrokortyzonu -A-produkcja hydrokortyzonu

Rys. 1 Biotransformacja korteksolonu przez C. elegans IM 1785/21 Gp
Fig. 1L Cortexolone biotransforniation by C. elegans IM 1785/21Gp
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Stwierdzono, ze podczas 7-dniowej inkubacji, C. elegans IM 1785/2IGp transformuje
korteksolon do hydrokortyzomu i epihydrokortyzonu. Znaczny ubytek korteksolonu (63,2%)
obserwowano juz po 6 h hodowli, a po 24 h substrat zostat catkowicie zmetabolizowany. llos¢
powstatego epihydrokortyzonu po 24 h inkubacji wynosita 84,1%, a hydrokortyzonu 15,9%

Degradacja fenantrenu przez C. elegans IM 1785/21Gp

Wyniki przedstawiono na rysunku 2. Zawarto$¢ substratu oznaczono w podiozu
pohodowlanym i w grzybni, po uprzedniej dezintegracji.

czas [h]

ubytek fenantrenu produkcja fenantrenolu

Rys. 2. Degradacja fenantrenu przez C. elegans IM 1785/21Gp
Fig. 2. Phenanthrene degradation by C. elegans IM 1785/21Gp

Stwierdzono, ze szczep C. elegans IM 1785/2IGp jest zdolny do catkowitego rozktadu
fenantrenu. Po 7 dniach inkubacji ilo$¢ pozostatego fenantrenu wynosita 4%. Jednoczes$nie po
uptywie 24 h zaobserwowano pojawienie sie metabolitu o czasie retencji 9.991, powstatego w
wyniku degradacji fenantrenu. Na podstawie biblioteki GC/MS zidentyfikowany zostat jako
9-fenantrenol (rys. 3). Po 7 dniach inkubacji ilos¢ fenantrenolu wynosita 20%.

Przebieg degradacji fenantrenu przez C. elegans IM 1785/21Gp w fermentorze (42 1)
przedstawiono na rysunku 4. Stwierdzono znaczne przyspieszenie procesu eliminacji tego
substratu Po 72 h inkubacji ilos¢ zdegradowanego fenantrenu wynosita 98%.
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Rys. 3. Widmo masowe badanego metabolitu (czas retencji 9.991) i 9-fenantrenolu
Fig. 3. Mass spectra of compound formed from phenanthrene by C. elegans IM 1785/21 Gp (retention time
9.991) and 9-phenanthrenol

czas

Rys. 4. Degradacja fenantrenu przez C. elegansIM 1785/21Gp w fermentorze 42 1
Fig. 4. Phenanthrene degradation by C. elegansIM 1785/2IGp in fermentor cultivation (42 1)
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WNIOSKI KONCOWE

Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze szczep C. elegans IM 1785/21Gp
jest zdolny zaréwno do przeksztalcania steroidéw, jak i wykazuje duzg aktywnosé
degradacyjng w stosunku do weglowodoréw aromatycznych. Stwarza to potencjalne
mozliwosci wykorzystania drobnoustrojéw stosowanych do produkcji lekéw steroidowych w
ochronie $rodowiska. Biomasa uzyskiwana w przemystowych procesach transformacji
steroidéw (stanowigca ktopotliwy odpad dla zakladéw farmaceutycznych) moze stanowié
material wyjsciowy w procesach bioremediacyjnych. Jednakze aby moéc stosowac szczepy
drobnoustrojéw do bioremediacji w spos6b kontrolowany, niezbedne jest wyjasnienie
mechanizméw enzymatycznych wystepujgcych u grzybow strzepkowych i czynnikéw
zwiekszajgcych podatnos¢ WW A na detoksykacje. Badania z tego zakresu sg kontynuowane
w Zaktadzie Mikrobiologii Przemystowej Ut.
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Abstract

The filamentous fungi play an important role in utilization of polycyclic aromatic
hydrocarbons (PAHs) and related compounds found in the environment. Since some of this
compounds ae very harmful and carcinogenic, the isolation and investigation of
microorganisms which are useful in the detoxification and utilization of these pollutants are of
crucial importance. Intracellular mechanisms of PAHs degradation are very often combined
with cytochrome P-450 enzymes activity. Fungal cytochromes P-450 operate also as
monooxygenases components, which are responsible for steroids transformation In our
Department a number of filamentous fungal strains were used for the investigation of the
mechanisms of cortexolone 11-hydroxylation. Hydroxylation and degradation of both types of
lipophilic substrates (steroids and PAHs) by microorganisms with significant transformation
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and utilization activity are in the centre of interest of modern biotechnology. In this work the
application of microorganisms used to steroid drug production in the environmental protection
was studied. It was shown that Cunninghamella elegans IM 1785/21 Gp strain, used to steroid
transformation, was able to degrade PAHs. It has been found that this strain eliminated
phenanthrene in 96-98% in the concentrations 250 mg/l, after 7 days of incubations (flask
cultivation) and after 3 days of incubations (fermentor cultivation). This fact creates the
possibility of applying microorganisms used for steroid production in bioremediation.
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